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“走査電子顕微鏡 (SEM)観察に際して， なぜ試料作
製が特に重要であるか"という質問は当然おこってく
る。従来からある透過型電子顕微鏡 (TEM) で試料を
観察する場合には，その試料を作製するのに相当の時聞
がかかった。 SEMの大きな利点は， TEMの場合と比
較すると，ほとんど，または全々，試料を特に作製するこ
とを必要としないことである。このことは，特に硬くて
乾燥していて，内部が機械的に強い構造をもっている試
料にあてはまる。このような試料では，表面をきれいに
し，またもし伝導性のない試料では，表面に金属の薄い
膜を蒸着するのみで，観察することができる。しかし大
ていの生物試料は軟かく，蛋白質性のコロイド状の物質
からなり，大量の水を含んでいるために，もしこのよう
な試料を SEMの真空状態におけば(または金属蒸着の
ために真空蒸着機に入れれば)， 細胞は乾燥し，生きて
いる時の状態とは，似ても似つかないような変型をおこ
してしまう。
良い生物試料を作製するには，生きている細胞を，で
きるた、け生きている状態に近い形態に保持することが必
要である。軟かく，水分を含んでいる組織の表面(また
は内部表面)を観察するには，一般的につぎの試料作製
の段階を必要とする。 1) 表面の清掃， 2) 化学固定に
よる物質の安定化， 3)凍結乾燥 (freezedrying) ま
たは臨界点乾燥 (critical-point drying)による脱水， 
4)金属の蒸着。
過去数年の聞に，この各段階に，いろいろのちがった
方法がこころみられてきた。 1972年 4月にイリノイ州シ
カゴ市において，第 5回の SEMシンポジウムが開催さ
れた1) (NIHと IITRIの援助による)。ここに 14名の
著明な研究者の発表した生物試料作製法を要約して掲載
する。
まず Boydeは生物試料作製についての概要を紹介し
た。すなわち，生物試料作製の諸方法を一覧表にしてみ
せ(図 1，2)，特に生物組織のむずかしい点を総覧，考
察した。まず，凍結させた試料を SEM観察しうること
を述べた。しかし，凍結試料の利点、は限られていて，多
くの場合脱水した方が観察しやすい。その場合，水を含
んでいる組織は化学的に固定し，組織をいためることな
く脱水する。 Boydeは凍結乾燥，凍結置換および臨界
点乾燥などの脱水方法を比較した。臨界点乾燥は，もと
の試料の形態をよく保持するという点ではよいが，凍結
乾燥と比較すると，収縮の程度は大であると述べた。
また Boydeと Veselγ は培養細胞の固定と乾燥の方
法について， 3種の培養細胞を用い，いろいろの条件の
比較をした。すなわち， glutaraldehyde，formalde-
hyde，両者の組み合わせ， OS04などの固定液と，いろ
いろの緩衝液の組み合わせの検討，固定時間の検討，洗
いと乾燥の仕方，蒸着法についてー述べた。この一連の実
験で， 細胞をもとのままの形態に保持するには， alde-
hydeの濃度より， 固定液に加えた緩衝液と塩の濃度の
方が重要であることを確認した。このことは，固定液に
加えた塩類溶液の浸透圧は，固定される組織の浸透圧と
同じでなければならないという原則にあてはまる。この
ような状態のもとでは， 固定液は自由に細胞膜を通過
し，浸透庄の差による圧力で，細胞膜の破裂そのほかの 
artifactをつくらない。
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図1. SE1¥在観察のための生物試料作製法のいろ
いろ。 c:cum，pbs:生理緩衝液。
いて説明した。軟かく水分の多い試料で、遭遇するいろい
ろの問題は，凍結乾燥法でおおむね解決できるといえ
る。この方法では，凍結により誌料を固くしたままの状
態で，つぎの乾燥がなされるので，変形がおこりにく
い。はじめの凍結の速度が遅過ぎた場合，乾燥温度が高
すぎた場合，乾燥後砕片になりやすい場合，乾燥後高湿
度のところに試料をおいた場合などに，種々の artifact
ができる。 
Thalmanらは，趨微生化学研究のためにつくった試
料が，いかにきれいにできているかの検定に， SEMを
用いた。彼らは無固定の凍結乾燥組織を実体顕微鏡下で
解剖し，細胞レベルの生化学的研究を行なっている。内
耳の場合を例にすると，聴覚器と前庭器官の周囲は液体
でとりかこまれ，骨の中に内臓されている。この骨があ
るために，凍結切片をつくることは非常にむずかしい。
しかし小動物を用いれば，軟組織の形態を三次元的に保
ちつつ，側頭骨を凍結乾燥して，軟組織を解剖すること
ができる。 Corti器官は細胞層ないしは単細胞に分離で
き， SEM観察することができる。
血液学者にとって，個々の赤血球細胞の表面積と体積
の正確な評定は非常に重要なことである。BesisとWeed
は，赤血球は固定により変形をうけではならないことを
改めて強調している(この論文は Proceedingsりには出
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図 3. 試料の作製の仕方により，赤血球は杯状に
なったり (図 3a)， 輪状になったりする
(図 3b)。
210 Atm 01， I，^伶e:，~." 1三 
図 2. 試料乾燥の際の水と CO2の相変化の模.僚。
凍結乾燥，臨界点乾燥と破砕 
Mackenzieは凍結，凍結乾燥，凍結置換の方法につ
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ているが， シンポジウムでは発表されなかった)。固定
による変形は， 白血球よりも赤血球の方がおこりやす
く，乾燥，固定，洗いの仕方次第で，形状が杯状になっ
たり，輪状になったりする(図 3)。化学薬品，古くな
った血撲なども赤血球の形状を変えることがある。また
血清や血撲中にある凝集抗体などの外的因子が，赤血球
を双凹板状 (discocyte)から金平糖状 (echinocyte)に
変形させることがある (図的。ある種の遺伝性の疾患
や，後天的の溶血性疾患のときも， 上述の artifactの
ような形態変化をきたすことがある。それゆえ，幾種類
かの光学顕微鏡観察を併用する必要がある。 
Bessisの時間に. Lewisが神経組織の研究に，特に
役立つ方法について発表した。低温灰化法による不揮発
性材料の誌料作製法は特に興味深かった。この論文は今
回の Proceedingsには出されていないが， これ以前の
研究は第 4回 SEMシンポジウムの Procedings に収
められている。 
Nemanicは臨界点乾燥， 凍結破砕(cryofracture) 
および連続切片作製について検討した。空気乾燥の場
合，気相と液相の境界面が試料表面を通過する際に，相
当強力な表面張力が加わり，試料にかなりの歪みが生ず
る。臨界点法による乾燥の場合には，この境界面が除か
れる。すなわち表面張力が除かれるので，表面形態はよ
く保もたれる。臨界点乾燥には CO 2 • N02• Freon 13 
の溶剤が最もよく使われる。いずれも室温，大気下では
気体であり，低い臨界点温度をもっている。この 3つの
溶剤から乾燥した結果を比較してみると 1Freonと CO2
では差は認められない。 しかし CO2の値段は .Freon 
よりもはるかに安い。 N02による臨界点乾燥は， 脂質
を含む試料には適しているが.N02は毒性が強く，取
り扱いが面倒であることが難点である。 
Nemanicはまた， 凍結破砕による試料のごく簡単な
っくり方を紹介した(図 5)。それによると， 臨界点乾
燥をした組織を液体窒素で凍結させ，カミソリで砕いて
図 5. 凍結破砕のための装置。液体窒索中に真
チュウの塊を入れである。
図 4. 血球凝集素といった血清や血娘中にある外的因子は， 赤血球を双凹板状から， 金平糖状にかえ
るととがある。乙の過程を示した。
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表面をつくる。この場合， 組織を液体窒素中に入れて
も，液体窒素で冷却した金属片上においてもよい。
肺組織，免疫と植物 
NowellらはJjilの気管支および肺胞の SEM観察につ
いてのベた。この組織の形態は，生理的な力の均衝(内
・外両表面にかかる圧力の均衝)によって保たれてい
る。試料作製に際しての圧力の増減は，生きた状態とは
違った様相を組織にもたらすことになる。 いろいろの固
定液，固定方法，乾燥方法について比較してみると， 
aldehydeを気管から注入して固定， 002で臨界点乾燥
をした場合に，微細な構造はよく保たれ，最も歪みの少
ない結果が得られた。 
LoBuglioらは SEMの新分野である latex粒子を
使った細胞表面の抗原や抗体の存在位置を検出する方法
についてのベた。その大まかな原理はつぎのごとくであ
る。 latex粒子は r-globulinを吸着するので，もし r-
globulinが細胞表面の抗原に対する抗体を含むならば， 
latex粒子は細胞表面に付着することになる(図的。 
latex粒子が抗体を含まない r-globulinを吸着した場
合は，この latex粒子は細胞表面には付着しない。この
方法は細胞試料の膜面抗原の所在を示したり，抗血清試
料の抗体活性を証明するのに使うことができる。この方
法は免疫学的研究に価値あるのみならず，これまでによ
く知れわたっている蛋白一般の抗体標識法とあわせて行
なうならば，さらに広い範囲に応用できるのではなかろ
うか。 
Barbarは同一試料を 2種以上の顕微鏡を使って観察
することの重要性をのベた。そして SEMの試料を再
包埋して，光学顕微鏡および TEM観察にもっていく
方法について，くわしい説明をおこなった。 図 6. 馬の抗ヒト・リンパ球 r-globulinを吸着し
Panessaと Gennaroは食虫植物で，こわれやすい植 た latex粒子lζ反応させた赤血球は， ヒト
のリンパ球l乙付着する(図 6a)。正常の馬
物組織の試料のっくり方と，細胞内物質の観察について の r-globulinを吸着した latexを用いた
興味ある発表をした。このような試料は非常にこわれや 場合は， ζのような付着は起 ζ らない(図 
すく，水分を多く含み，厚い細胞壁をもつので，特殊な 6 b)。
扱いをしなければならない。まず緩衝 glutaraldehyde
で前固定し，酢酸ウラニウムで後固定， glycerolで水
た。骨組織の内部構造は複雑なので，単に表面および割
を置換する。真空にすると glycerolは水よりもゆっく
面をみただけでは，あまり効果的ではない。エッチング
りヨ!かれるので，組織の収縮率が小さく，水分除去に際
をほどこすとか，無機または有機質を完全に除去するこ
しておこる外傷を少なくすることができる。図 7に外形
とが必要である。ここに萱自分解作用のある hydrazine
のよく保たれた Droseraの葉を示す。 がとりあげられた。これは骨組織の線維性および無定形
物質を除去し，骨の層状ならびに管状構造を明瞭にす
る。 
骨組織，血小板，皮膚と海洋生物 
Schneiderは血小板の試料作製法を紹介した。 Sch-
Swedlow らは骨組織の新しい試料作製法を紹介し neiderはつぎの 3つの目的をもっていた。 1)新鮮な採
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図 7. Droseraの葉の写真。 A: 無柄腺) B:小
孔， C: 有柄腺。
血液に適する等張の非凝集性の固定液をつくること。 
2) 自然の状態の血小板を研究し， また血小板の性状に
種々の外的因子が，どのような影響を与えるかを研究す
ること。 3)沈着した微小血栓を invivoで直ちに国定
すること。この際微小血栓の形成をひきおこすような因
子 (ADP，コラゲン， thromboplastin， 白血球)の影
響を最小限にとどめること。 
Pfefferkornらは正常および病的皮膚から replicaを
つくる方法をいくつか示し，それと直接皮膚で研究した
場合とを比較した。皮膚の replicaをつくるための材料
は，皮膚に変化を起こすことなく，速やかに重合し，簡
単にはがすことができ，しかも再現しうる結果が得られ
るものでなけれびならない。シリコン・ゴム (Silasoft; 
Detax-DentaI，K. Huber，75 Karlsruhe，W. Germa-
ny)の negativereplicaから， Bioden RF A (acetyl 
cell ulose film)の positivereplicaをとることにより，
)。8の少ないよい結果が得られた(図artifact 
Otakaと Honjo は海洋生物の試料作製の新しい凍
結乾燥法を示した。通常方法で固定， ethyl alcoholで
脱水後， -1600C に冷却・凍結し，高真空下で昇華・乾
燥させる。通常この後，金を蒸着して観察する。 Alcohol
につかっている試料を凍結させると，氷の結晶のできる
のを防げ，おそい冷却速度のため，急激な温度変化によ
るショックが少なく， cilia など表面にある小器官をよ
く保護できる。 SEMに凍結した試料を入れれば，昇華
の過程を観察することができ， またこのように ethyl
図 8. ヒトの毛の Silasoft-Bioden でつくった 
positive replicao artifactは最小にとどま
り，もとの形をよく保っている。
図 9. 海産桂草。 Ethyl alcohol脱水後，凍結昇
華法で乾操。乙の方法Tごと氷形成が防げる。 
alcoholから凍結した試料は，直接水から凍結した試料
よりも chargingが少ない。
以上の発表を通してみると，結局万能の方法というも
のはなく， 2つ以上の方法を組み合わせて使うのがよい
といえる。また生物構造の観察には， SEM と従来から
ある光学顕微鏡， TEM観察を対照させることが必要で
ある。
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